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HOECHST AKTIENGESELLSCHA FT 



Aktenzeichen: H0E 7VF 227 



Datum: 8. August 197^ Dr.HG/Rp 



Feptidcyelopropyi amide mit LH-RH/FSK-RH-Wirkung 



Analoga des Hyppthalamushormons LK-RH der Foi-ncl 

CGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-C-ly-NH 2 
1 23 i *56789 lO 

in denen Glycinamid durch Ethyl-, Propyl- oder Isopropyl amid ^ 
ersetzt ist, besitzen nach J. Med. Cherr,. j6 (1975), Seite 11 
verstarkte biclcgische V/irkung. In ahnlicher Weica wire die 
Wirkung des Harmons verstiirkt, wenn Glycin in Position 6 dvrch 
D-Alanin ersetsfc w.ird. Be in Ersatz von Giy duroh D-Val in, D- 
Leucin Oder D-F^roiin nirnrr.t die Wirkung gegenuber der:, r.atUrlj - 
chen Horncn jedech ab (Abstr. cf the Endocrine Society, 55th 
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Ann. Meeting, 1973, Seite A 14 5 ). Wird der Austausch von Gly 6 
gegen D-Ala mit demjenigen von Glycinamid ° gegen die oben ge- 
nannten Amide miteinander kombiniert, so findet man nach Bio- 
chem. Biophys. Res. Common. SL Seite 335, eine weitere 

Steigerung der biologischen Wirkung. 

Gegenstand der Erfindung sind Peptide der allgemeinen Formel I 

Coiu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NH- CH | (D 

N CH 2 

worin ggf. zusatzlich Tyr durch Phe und Leu 7 durch Ser(3u fc ), 
ThrCB^), Asp(OBu t ), GluCOBu*), Cys(Bu fc >, Lys(Boc) oder Orn (Bcc) 
ersetzt sein kann. | 

Peptide der allgemeinen Fcrmel I in denen keine Aminosaurebau- 
steine ausgetauscht sind entfalten Uberraschenderweise im Ovu.a- 
tionstest an der Ratte eine extrem starke biolcgiscfce '.;irkur. 3 - 
Dieser Test stellt das beste Kriterium fur die praktische Braucn- 
barkeit eines solchen Peotids dar, v,eil er das Integral liber dxe 
Zeit-Wirkungskurve widerspiegelt . Verfolgt man die zextl-.cne 
Ausschlittung von LH, so findet man, daG diese starke Wirkung nicn, 
nur durch die intensity, sondern vor allern zusatzlich durch^aie 
unerwartet lange Wirkungsdauer bedingt ist. Etwa dieselbe xn..-e- 
grale Wirkung «ird erhalten, wenn zusatzlich Tyr gegen Fne unu 
Lr LeJ gegen Ser^), Thr(Bu^), AspO**), Glu(OBu ), .ys(,-0, 
Lys(Boc) oder Orn(Boc) ausgetauscht ist. Vor alien der Aus^usc. 
in Position 7 bewirkt eine beceutende zusatzliche Verl£n t erur. S 
der LK- und FSH-ausschu.ttenden Wirkung dieser verbindungen. 

Dariiber hinaus sind die Peptide der Fcrr,el I auch peroral wirk- 
sam. Dieser Uberraschende Effekt, der bisher an keinen Pept.a 
dieser KettenlSnge beobaehtet warden ist, erBffnet rseue Thc-ra- 
piemoglichkeiten, und stellenfdie er f indun g s K er^en Verbinaur.ssn 
uber alle bisher dargestell ten Analoga des LH--H. Veroinaunc^n 
der Formel I worin Leu 7 durch Lys(Boc) oder Crn(Boc) erzetz. 
ist, wirken lediglich parenteral, da in die,en beiden Ar^no- 
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saurederivaten die Boc-Gruppe gegen Kagensaure nicht ausreichend 
stabil ist. Jedoch sind Analoga mit Aninosaurederivaten in Posi- 
tion 7 die tert.-Butylather und -estergruppen enthalten, oral 
wirksam, obwohl auch solche Gruppen in saurern Medium abspalt- 
bar sind. 

Gegenstand der Erfindung sind ferner Zubereitungen zur peroralen 
intranasal, intramuskularen. subcutanen oder intravenosen ver- 
abreichung des Peptids der Porrael II und der oben genannten Ana- 
loga sowie Verfahren zu ihrer Herstellung. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Her- 
stellung dieser Peptide, dadurch gekennzeichnet, dafi mail sie 

a) durch in der Peptidchemie Ubliche Fragmentkondensation 
von peptidbruchstucken nach dem Kondensationss«he.na 1 - 3 
+ 2^ - 10 oder 1-2 + 5-10 oder 

b) durch stufenweisen Aufbau herstellt, 

wobei andere funktionelle Gruppen durch abhydrierbare, oder ir, 
alkalischen oder schwach sauren Medium abspalt bare Schutzgrupp, 
ggf. intermedia* blockiert werden. 

Als Verbindungen mit dem erf indungsgcnSCen zusatzlichen Aus- 
tausch von Aminosauren in den Positionen 5 und 7 Kor.men a.B. 
folgende Verbindungen in Betracht: 

123^56 7 89 /C H 2 

CGlu-His-Tr P -Ser-Tyr-D-I.eu - Ser(Bu^) -Arg-Pro-NH-CH || 

Fne Ser(Bu l ) 2 

CysCl^ ) 
AspCOEu*) 
Glu(0Bu t ) 
Phe Asp(0Eu u ) 
Phe Glu(0Bu 1 ') 

Phe CysfBi^) _» 
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Bei der Synthese der Verbindung der Formel II worin Leu nicht 
ausgetauscht 1st, 1st die Verwendung von Schutzgruppen nicht kn- 
tisch Als intermedial cL -Aminoschutzgruppe kcmmen z.B. der 
Benzyloxycarbonyl- oder der tert . -Butyloxycarbonylrest in -rage. 
Die Guanidofunktion des Arginins kann ungeschiitzt bleiben ocer 
durch eine Nitrogruppe blockiert werden, welche bei der nachst- 
folgenden Hydrierung abgespalten wird. Dasselbe gilt fur die 
Benzyloxycarbonylgruope. Des weiteren korr.mt der Tosylrest als 
Guanidoschutzgruppe in Frage. Er kann, ggf. zusammen mit wei- 
teren sauer abspaltbaren Schutzgruppen, nach beendeter Synthese 
oder auf einer fruheren Synthesestufe durch KF/Anisol entfernt 
werden- Auch die Nitrogruppe wird durch HP/Anisol abgespalten 
und kann deshalb z.B. in Kombination mit derr. tert . -Butyloxy- 
carbonylrest als o^Aninoschutzsruppe, wahrend der ganzen Synthese 
zura Cchutz der Guanidofunktion eingesetzt werden. 

Wenrieu 7 durch ein Aminosaurederivat mit saurelabile.r, tert.- 
Butylrest ersetzt 1st, mufi die Abspaltung der Hitro- cder Tosyl- 
gruppe durch HF/AnioOl schon auf der Dipept idstuf e erfol & en. 
Dasselbe gilt fur einen intermediaren Schutz der Arr.idgruppe . 

Als intermedial oC-Aminoschutzgruppen bieten sich fur diesen Fall 
abhydrierbare Gruppen wie z.B. der Benzyloxycarbcnylrest oder 
schwach sauer- abspaltbare Gruppen wie z.B. der 2- (p-Diphenyl )- 
isopropyloxycarbonyl- oder 2- 5-Dime thoxyphenyl )-isopropyloxy- 

carbonylrest an* 

Bei der Synthese der schwef elhaltigen Verbindungcn rr.Ussen Benzyl- 
oxycarbonylschutzgruppen durch katalytische Hydrierung in an 
sich bekannter V.'eise unter Zugabe eir.es Amins wie z.B. Tnatnyl- 
amin, II-Athylmorpholin oder Cyclohexylaniin abgespalten werdon, 
da die hydrogenolytische Abspaltung der Schut zgruppe in neutra- 
lem oder saurem Milieu in diesem Falle unvort eilh^f t ist. 

Bei der Fragmentkupplvmg nach a) verwendet nan vcrzugsweise die 
ohne Racemicierung veriaufende Azidkupplung cder die D'.:C/1- 
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Hydroxybenzotriazol- bzw. DCC/:5-Hydroxy-4-oxo-3. H-dihydro-1 . 2. 3 
benzotriazin-Methode. Man kann auch aktivierte Ester von Frag- 
menten einsetzen. 

FUr die stufenweise Kondensation von Aminosauren nach b) eignen 
sich besonders gut aktivierte Ester von BenzyloxycarbonyIamj.no- 
sauren, wie z.B. N-Hydroxysuccinimidester oder 2. 4 . 5-Trichlor- 
phenylester und 4-Nitrophenylester. Die Aminolyse der beiden 
letzteren Aktivester laBt sich sehr gut durch N-Hydroxyverbin- 
dungen, die in etwa die Aziditat der Essigsaure besitzen, wie 
z.B. 1 -Hydroxybenzotriazol katalysieren. 

Die erfindungsgercaBen Verbindungen zeigen gegenUber den 6-Gly-, 
aber auch gegenUber den 6-D-Ala-Analogen im Ovulat ionstest und 
im Ascorbinsauredepletionstest eine starkere und langere Wirkur 

Die orale Wirkung eroffnet diesen Arzneimitteln einen weiteren 
Anwendungsbereich als den bis jetzt nur parenteral oder nasal 
applizierbaren LH-RH. Sie stellen neuartige Arzneimittel dar, 
die bei Hypothalamus- und Hypophysen-Insuf f izienz die Ausschilt 
tung des luteinisierenden und des f olikelstimulierer.den Hereon 
aus dem Hypophysenvorderlappen bewirlcen und werden deshalb zur 
Behandlung von weiblicher und mannlicher Sterilitat verwe.ndet, 
soweit diese hypothalamisch-hycophysareVi Ursprur.53 ist. Eine v: 
tere Anwendung der erfindungsgemaBen Substanzen ist die Feszle 
gung des Ovulationszeitpunktes bei der Frau. Kurz vcr dem erwa 
ten Ovuiationszeitounkt kann durch Application der neuen Ar:r.£ 
mittel eine Ovulation sicher ausgelcst werden. D*.s ist von vje- 
deutung fur die Familienplanung sowohl nach der Methods Knaus- 
Ugino als auch fur die kunstliche Insemination. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen sir.d intra venbs, intrazfisk'. 
lar oder subcutan applizierbar , kennen intranasal in Forrr. von 
Hasentropfen oder Masenspray und mit der oben genannten Ein- 
schrankung auch peroral angewencet werden. Die bei C.en verses: 
denen Anwend\:ngsarten bevorzugt ar:^;ancicn Dr,s iarungen sind 
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intravenbs 20 - 1000 ng/kg 

subcutan 20 - 2000 ng/kg 

intramuskular 20 - 10 000 ng/kg 

intranasal 100 - 50 000 ng/kg 

peroral 10 000 - 200 000 ng/kg 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Herstellung der er- 
findungsgemafien Verbindungen. Sie konnten alle auf einem der 
erfindungsgemaBen Wege synthetisiert v/erden. 

Die Peptide wurden dunnschichtchromatograpnisch auf Elnfceitlic, 
keit gepruft und durch opt. Drehung, Arainosaureanalyse und 
OCH^-Bestinrr.ung charakterisiert . Berechnete und gefundene Wert 
stimmen bei alien Peptiden gut Uberein. 

Die Beschreibung der erfindungsgemaBen Zubereitungen stellt nu 
charakteristische Beispiele fur Herstellung und Zusarr.r»enset zur. 
der Praparate vor. Es gibt zahlreiche v;eitere Formulierungsmcg 
lichkeiten, die dem Fachmann jedoch bekannt sind und im Rahr.en 
dieser Erfindung liegen. 



Abkiirzungen: 

DCC Dicyclohexylcarbodiimid 
HOBt 1 -Hydroxybenzotriazol 

OOBt 3 -Hydroxy-4-oxo-5.^-ciihydro-1.2o-tenzotriazin33ter 
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C^ u _ H is-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro -cyc lopropylamid 
a) Z-Pro-cvc 1 opiropvlamid 

Zu einer Losung ^on 25 g (0,1 Mol) Z-Prolin, 13,5 g (O.l Mol) 

HOB t und 5,71 g (0,1 Mol) Cyc lopropylamin in 200 ml absolutem 

Tetrahydrofuran gibt man bei 0°C 22 g DCC , geldst in 50 nil 

kaltem absolutem Tetrahydrofuran. Man laOt eine Stunde bei 0°C 

und drei Stunden bei Raumt emperatur rilhren, saugt den Nieder- 

schlag ab und engt das Filtrat ein. Der dlige Ruckstand wird 

in Essigester gelbst und nacheiander mit gesattigter NaHCO - 

Losung, 2n HC1 , NaHCO^-Losung und Vasser ausgeschuttelt T liber 

Na SO, ffetrocknet und eingeengt. Der Ruckstand wird mit Petrol- 
2 q 

ather verrieben und abgesaugt. Zur Reini.gung wird aus Essig- 
ester/Pet rolather umkris tallisiert . Ausbeute 23 g (= 80 fo) • 
Schmp. 120 - 123°, [o]^ = - ^5,5° (c=l, in Methanol) 

b) H-Pro-cyc lopropylamid . HC1 

l9g Z-Pro -cyc lopropylamid werden in 200 ml Methanol gelost. 
Dazu gib t man eine Spatelspitze Pd/BaS0^- Katalysator und 
hydriert indem man unter Riihren Vasserstoff durch die Losung 
leitet. Der pH der Losung wird mit Hilfe eines Autotitrators 
durch Zugabe von 1 n me tha noli scher Salzsaure auf 4,5 gehalten. 
Der Katalysator wird nach beendigter Hydrienmg abgesaugt und 
das Filtrat eingeengt. Der Ruckstand wird rait Ather verrieben 
und abgesaugt. Ausbeute 11 g (= 83 #)» Schmp, 1 69 - 1 73° 

c) Z-Arg ( Z ) -Pro-cyclopropylamid 

Zu einer Losung von 28,85 g (50 mMol) Z-Arg (Z^-OIL, 9,5 g 
(50 mMol) H-Pro-cyc lopropylamid . HC 1 und 6,75 g ( 50 mMol) 
HOB t in 100 ml Me thyl ench 1 orid und 25 ml Dime thy J. f ormamid gibe 
man 6,5 ml N -A thy lmorpholin und bei 0° eine Lbsung von 11 g DCC 
in wenig Me thy lenchl or id . Man laCt eine Stunde bei O C und uber 
Nacht bei Raumt emperatur stehen, Der Niederschiag wird abgesaugt; 
und das Filtrat eingeengt. Der Ruckstand wird in Essigcster auf- 
genommen und mit Vasser, NaHCO -Lbsung , 1 n HC1 und NaHCO^- 
Losung gevaschen, mit Na 2 S0^ gstrocknet und eingeengt- Der 
' Ruckstand kristallisiert aus Es sigos t t«r/Pc t rolfi thcr . Die Poh- 
substanz (26,3 g) wird an einer 250 g-Kl eselgelsaulc in 



-H- 
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neinyj- tac "- LU1 j-w — o 

. „ 9 P o a- (62 , Schrap. 171 C 
rt . Ausbeute 2^,^ g v u ^ /"/ ' 



reinig- 

[a]g 1 = - 33,0° (c=l. in Methanol) 
d ) H -Arg-Pro-^yclop r "P^ lamid • 2 HC1 

7 2 g (30.9 mMol) Z-Arg (Z 2 )-Pro-cyclopr-opylan,id werden in 
Methanol analog b) katalytisch hydriert . 

D er RUCstand wird in. Hochvakuum getrocknet. Es -sultxeren 
11 g (89 eines amorphen Schaums . 

e ) - p T >..i-T.pn-Ar g -Pro-'-y^ "wopvlamid 

" von 3 83 g (10 nuMol) H-Arg-Pro-cyclopropylamid - 

Zu einer Losung von J , o _> s V Q 

2 HC1 in 20 ml Dimethylf ormamid gibt man bei 0 C 2,6 ml N- 

^ p 7 ^ 7-Leu-ONSu. Man laQt liber Nacht bei 
Athylmorpholxn und 2,75 g ^ U1 0 

Raumtemperatur stehen, engt ein und verreibt den Ruckstand ;e 
ein mal mit Essigester und Ather. Man dekantiert die Losungs- 
mittel ab und trocknet das 01 im Hochvakuum. 

Der Ruckstand wird in Methanol gelost und analog b) kata.y t . s.h 
hydriert. Der Ruckstand vird mit Ather verrieben und a.. Hoch- 
vakuum getrocknet. Es entstehen 5 .*5 * amorphes H-Leu-Arg-Pro- 

2 HC1. das durch Salze verunre^r.igt xst 
cyclopropylamid . ^ nox, u 

(2, 9 6 g = 100 * bezogen auf H-Arg-Pro-cyclopropylarmd . 2 riCl). 
Die gesamte Substanz wird zusammen mit 1,35 g HOBt , 2,6 ml N- 
Athvlmorpholin und k , k g Z-D-Leu-OTcp in 20 ml Dimethylf ormamid 
g elost. Man laBt 2 Stunden stehen, engt ein und verreibt den Rlick- 
stand 2 mal mit gesattigter NaHCO^-Lcsung, lost in Me Lhylen- 
chlorid. trocknet uber Na^, engt ein und verreibt den Ruck- 
stand zwei mal mit gesattigter KaHCO3.L8.ung. 15st in Methyl.n- 

••*,<>,- m, <?o enet ein und verreibt den Ruck- 
chlorid, trocknet uber Na^U^ , engi 

, 1 t c rr (62. <Z. be/.ogen auf H-Arg-Pro- 

stand mit Ather. Ausbeute h , 1 5 g * oe °S 

v i-, m -iri 2 HC1). Die Substanz ist amorph und wird ohne 
cyclopropylamid . ^ ^ > 

veitere Reinigung we i t erverarbe i t e t . 

r \ y-Ser-Tvr (flal JjiOK . . ^ 

- -o „ (on wMol) II-Tyr (Bzl ) -OH in oO ml 

Zu einer Suspension von. ?,j2 g (20 uulol) n iyr y 

•1,4. 7 68 e- Z-Ser-OODt und riihrt scchs 

Dimethvlacetamia gibt r.,an ( , 00 g z. 

Stunden bei Raum t empera t ur . Von Un-elostcm wird abge.augt unci 
das auf 0°C abgekuhlte Filtrat mit 300 ..1 Vasser vereetzt. D 9 r 
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Niederschlag wird abgesau.i, mi t ~i rae thylacetarnid/ Vasser-Mischung 
(1.10) und Wasser gewaschen und ait 1 n verruhrt. Nun wird 

wieder abgesaugt und mit Wasser gewaschen und getrocknet. Aus 
Essigester/Petrolather wird umkristallisiert . Ausbeute 7.35 g 
(75 *), Schmp. 166°C, [a]*°= * 20,9° (c=l. Methanol) 

F ) H-Ser-Tyr-D-Lsu-Leu-Arg-Pro-cy clopropylaniid . 2 HC1 
3,35 g (5 miMol) Z-D-Leu-Leu-Arg-Pro-cyclopropylamid verden in 
Methanol gelost und analog b) katalytisch hydriert . Der Riick- 
stand wird mit Ather verrieben und am Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute 2,9 g amorphes Material (95 - 

Obige 2,9 g (4,7 mMol) H-D-Leu-Leu-Arg-Pro-cyc lopropylarr.id . 2HC1 

werden zusammen mit 2,32 g (4,7 mMol) Z-Ser-Tyr (I3zl )-OH. 

635 mg HOBt und 1,22 ml N-Athylmorpholin in 10 ml Diraethylf orm- 

amid suspendiert. Bei 0°C gibt man 1 , 04 g DCC zu und laOt 1 

Stunde bei 0°C riihren und uber Nacht bei Raumt empera tur stehcn. 

Der Niederschlag wird anderntags abgesaugt und das Filtrat ein- 

geengt. Der Ruckstand wird zwei mal mit gesattigter NaHCC^- 

Losung verrieben, in Hethylench lorid gelost und die Lbsung uber 

Na SO, getrocknet und eingeengt . Der Ruckstand wird mit Ather 
2 Z4. 

verrieben und abgesaugt. Es resultieren 3,5 g (71 £) amorphes 
Z-Ser-Tyr (Bzl ) -D-Leu-Leu-Arg-Pro-cyc lopropy lamid die analog 
b)katalytisch hydriert werden* Der Ruckstand wird mit Ather 
verrieben und am Hochvakuun: getrocknet. Ausbeute 2,92 g (=70 f£ 
bezogen auf Z- Ser-Tyr ( Bz 1 ) -OH ) . Die Rohsubstanz wird an unten 
beschriebener Ver t ei lungschr c.nat ographi e - Saule gereinigt. 
Aufbau der Saule: kOO ml Eisessig, 800 ml n-Butanol und k Liter 
Wasser werden geschuttelt. 300 ml der oberen Phase werden mit 
2hQ g Sephadex LH 2o' R ^ verruhrt. Dabei wird das gesamte 
Losungsmittel aufgesaugt. Diese so vorbehandelte Saulenfullung 
wird in einer entsprechenden Menge dor unteren Phase suspendiert 
Man LaOt 3 Stunden queilen und fullt die Saule (l m x h cm)- 
Mit der unteren Phase wird eluiert . 

Ausbeute an chromat ographi sch reiner Substanz: 1,3 g 
[a]^ 2 = - 43,S° (c=l, in Methanol) 

h) ^-Glu-Ii j. s-Trp-.Scr-Tvr-D-I^u-Lcu -Arp- Pro-cvc lonroov lainid 

Zu einer Losung von 500 mg ^Glu-Hi s -Tr p-Xil- NII 2 in 6 ml Dimethyl - 

Lormarnid gibt man bei - 30°C 0,66 ml einer 6 , 0 r ; n HCi/Dioxan- 

--10- 
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Losung und 1.2 ml einer iG-pro^. cert.-Bucylnitrit-Lbsung in 
absolutem Dioxan. Han laBt 20 Minuten bei -10°C riihren und gibt 
bei -kO°C 86O mg H-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-cyclopropyi- 
amid / 2 HC1 und 0,78 ml N-A. thy lmorpho lin zu. Man laflt iiber 
Nacht im KUhlschrank bei 4°C stehen, engt ein und verreibt den 
Ruckstand rait Ather. Die Substanz wird in Wasser gelost und uber 
Dowex (R) 1 x 2 (Acetat-Form) chr omat ographier t . Das Eluat wird 
eingeengt und uber eine Carboxymethylcellulosesaule (90x1,5cn), 
die mit 0,002 m NH^-acetat -Losung aqui.librier t ist, gereinigt . 
Die Substanz wird gelost in 0,002 m NH^-acetat-Lbsung aufgegebers 
Eluiert wird mit einer 0,002 m NH^-acetat-Lbsung, der ein 
Gradient einer 0,1 m NH^-acetat-Losung angelegt vird (Misch- 
vo lumen 2 5° ml). 

Die Fraktionen, die das gewunschte Peptid enthielten wurden zvei 
mal gefriergetrocknet. Ausbeute h05 *S chromat ographisch reine 
Substanz. Der Gehalt an Peptidbase ist laut UV-S P ektrum 77 £ 
(Ausbeute 26 *) . [c]^°= - 39,9° (c=l, in Dimethylacetamid) 



Qu-Hil-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-SertBu^-Arg-Pro-cyclopropylarnid 

al H-Ser(Bu t )- Ar f r-Pro-cvclopropylamid . 2 HC 1 

Zu einer Losung von 2,3 S (6 mMol) H- Arg-Pro -c yc lopr opy lamid . 
2 HC1 und 810 rr.g HOBt in 10 ml Dimethylf ormamid gibt man 1,56 ml 
N-Athylmorpholin und 3.12 g Z-Ser(Bu* ) -OTcp und rlihrt 2 Stunden 
bei Raumtemperatur. Danach wird im Vakuurn eingeengt , der Ruck- 
stand in Essigester gelost und die Losung zwei mal mit ge- 
sattigter NaHCO -Losung ausge s chut t e 1 1 , iiber Na^O^ getrocknst 
und eingeengt. Der Ruckstand wird mit Ather verrieben und am 
Hochvakuum getrocknet. Es werden 2,4 g amorphe Substanz erhalce; 
die analog Beispiel 1 b in Methanol katalytisch hydriert veruen. 
Ausbeute 2,S g (88 %) amorphe Substanz. Dunnschichtchro.ato- 
graphisch nicht einheitlich (durch e twa 3 Nebenprodukte var- 
unreinigt . 

b -) H-D-Lcu-Ser(3u t ')-Are; -Pro-cvclooi-opv.lamid . 2 HC 1 
Zu einer Losung von 2,62 g (5 mMol) K-Ser(3u ) -Arg-Pro -c yc 1 o - 
propylamid . 2 HC1 und 675 mg HOBt in 5 ml Dime thy If ormamid 
gibt man bei 0°c 1,3 ml N-Athy.lmorpho.lin und 2 , 22 g Z-D-Lau- 

-11 - 



609309/10Q7 



OTcp zu. Man laBt liber Nacht steuen, eng. ein und lost den Ruck- 
stand in Essigester. Mi t gesattigter NaHCO^Lbsung wird 2 nal 
ausgeschuttelt, uber Na^O^ getrocknet und eingeengt. Der Ruck- 
stand wird mi t Ather verrieben und am Hochvakuuni getrockne t . 
Ausbeute 2,4 g einer amorphen Substanz, die analog Beispiel 1 b 
in Methanol katalytisch hydriert vird. Der Ruckstand wird mit 
Ather verrrieben. Ausbeute 2,1 g einer amorphen Substanz (66 <o 
bezogen auf Z -D-Leu-OTcp . Die Substanz wird ohne weitere 
Reinigung veiterverarbeitet . 

c) H-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Serfnu^-Ar^-Pro-cyclGpropvlarnid . 2 HC 1 
Zu einer Losung von 1,99 g (3,3 nuMol) Z-Trp-Ser-Tyr-^-MI, in 
25 ml Dimethylformamid gibt man bei - 30°C 2,18 ml einer 6,05 n 
HCl/Dioxan-L6sung und 3 ,97 ml einer 1 0-prozenti-en tert.-Butyl- 
nitrit-Ldsung in absolutem Dioxan. Man laBt 20 Minuten bei 

10°C riihren und gibt bei - 40°C 2,6 ml N-Athylmorpholin und 
2 *1 g (3»3 mMol) H-D-Leu-Ser(Bu t ) -Arg-Pro-cyc iopropy lamid • 
2 HC1 zu. Man laBt uber Nacht im Xuhlraum bei k°C stehen, engt 
ein und verreibt den Ruckstand mit Ather. Analog Beispiel 1 b 
wird hydriert und die Rohsubstanz analog Beispiel 1 g an 
Sephadex LH 20 chromatographisch gereinigt. 
Ausbeute an reiner atnorpher Substanz 1,25 g (35 %) 

d ) ^-Glu-Hi 5-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Ser(3u t ) -Ar^-Pro-cvc lopropylamid- 
di ace tat 



Zu einer Losung- von 538 mg ( 0 , 5 mMol) H-Trp-Ser-Tyr-D-Leu- 
Ser(Bu t ) -Arg-Pro-cyclopropylamid . 2 KC1, 151 mg (0,5 mMol) 
^Glu-His-OK und . 135 mg HOB t in 5 ml Dimethylformamid gibt men be 
0°C 0,13 ml N-Athylmorpholin und 110 mg DCC • Man laBt 1 Stunrie 
bei 0°C und iiber Nacht bei Raumt empera t ur stehen, saugt den 
Niederschlag ah, engt ein, und verreibt den Ruckstand mit Ather 
Man lost in Vasser, filtriert von Unloslichem und reinigt 
analog Beispiel 1 h uber Dowex 1 x 2 und Carboxytr.e thy lc e 1 iu lo s a 
AnschlieOend wird noch uber Sephadex LH 20 analog Beispiel 1 g 
gereinigt. Ausbeute 1 65 rng . Der Gehalt an Peptid ist laut UV- 
Spektrum 7S?b ( 20 , 5 ^ Ausbeute ) 
[a]^ 3 = - 28,9° (c=l. in Dime thy lac e t amid ) 
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f Beispiel 1 (Zubereitung zur oraien Anwendun^) : 

f 10 g^lu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-cyclopropylamid- 
( diacetat werden mit 5^2 g Lactose verrieben. Man mischt die 
Verreibung mit 300 g Kartof f elstarke , befeuchtet mit der 
alkoholischen Losung von 8 g Gelatine and granuliert. Nach dem 
Trocknen mischt man 60 g Kartof f elstarke , 10 'g Magne slums t era c , 
20 g hochdisperses Siliciumoxid und 60 g Talk zu und preflt die 
Hischung zu 10 000 Tabletten von je 1 50 mg Gewicht . Jede Ta- 
blette enthalt 1 mg Virkstoff . 

Beispiel U (Zubereitung zur intranasalen An wendun fi ): 
2»,0 gfclu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-SerlBu^-Arg-Pro-cyclopropyl- 
alid-diacetat werden in 1 00 ml dest. Wasser gelost . Gleich- 
zeitig lost man 31,2 g NaHPO^ . 2 H.,0, 66,29 g Na^PO^, 25 g 
Natriumchlorid und 1 00 g Benzylalkohol in 8 1 dest. Wasser und 
gibt 500 g Polyvinylalkohol mit einem K-Vert von ca. 9G zu. 
Die beiden Lbsungen. werden vereinigt und filtriert . Die Ein=el- 
dosis von 20 ug ist in 0,05 ml enthalten.. 

Beisoiel 5 C 7-,ihnre itung zur intran asalen Anvendung) : 
100 g vasserfreies Lanolin und kkO g Vaseline werden zusammenge - 
schmolzen. Zu der erkalteten Schmelze gibt man eine Suspension 
von 800 mg mikr of einem KJlu-Hi s -Trp-Ser-Phe — D-Leu- Ser( Bu u ) -Arg- 
Pro-cyclopropylamid-diacetat in 359,2 g fliissigem Paraffin. 
Zum SchluG werden 10 g Benzylalkohol dazugegeben und die Saibe 
homogenisiert. Die Einzeldosis von ho ug ist in 0,05 g Salbe 
enthal ten. 

R^sniPl 6 (Z ubereit ung fur Injektionen) ; 

Man lost 2 .ng^u-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Lou-Ar^Pro-cycxopropy I- 
amid-diacetat in 500 ml bidest. Vasser und vcrsetzt mit 1 0C ml 
Phosphatpuffer pK , 5 • Dann gibt man 1 g Mannit und die errechne 
Menge NaC 1 zur Isotonie zu und fullt mit Wasser auf 1 1 aui. Ki 
Sterilfiltration wird in Ampullen zu 1 bzw. 2 r.i ab-ofulit und 
lyophilisiert - 

Beispiel 7 (Zubereitunyr fur In .i ekt ionen ) : 

Man arbeitet nach Beispiel 6, gibt aber vor clem Auffullon rr.it 
Vasser 2,5 g 'i-IIydroxybenzoesauremetliylester . Nach SU:ri]- 
filtration vird in Arnpullen zu 1 odor 2 ml abgcfui.ll. ^ 
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PATENTANSPRUCHE : 



1> peptide der allgemeinen Formel I 

CGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NH-CH. \ (D 

CH 2 

worin ggf. zusatzlich Tyr durch Phe und Leu 7 durch SerCBu*), 
ThrCBu^, AspCOBu*), Gli^OBu*), CysCBu*), Lys (Boc ) oder Orn 
(Boc) ersetzt sein kann. 

2) Verfahren zur Herstellurg von Peptiden gemaB Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet , daB man sie 

a) durch in der Peptidchemie Ubliche Pragmentkondensation 
von PeptidbruchstUcken nach dem Kondensaticnsschema 1 - 0 
+4-10 oder 1-2+3-10 oder 

b) durch stufenweisen Aufbau herstellt, 

wobei andere funktionelle Gruppen durch abhydrierbare , oder 
im alkalischen oder schwach sauren Medium abspaltbare Scr.utz 
gruppen ggf. intermediar blockiert warden. 

3) Phar^azeutische Zubereitungen zur peroralen, intranasals, 
intramuskularen, subcutanen oder intravenbsen Verabreichung 
bestehend aus oder enthaltend Verbindungen gemafl Ansprucn 1. 

4) Pharmazeutische Zubereitungen zur peroralen Verabreichung 
bestehend aus oder enthaltend Verbindungen genaS Ansprucn 1 

5 ) vprfa'nren zur Kerstellung von pharmazeutischen zubereitur.se 
gerr.SB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da3 -an Verbindun 
gen gerr.Sfl Anspruch 1 ggf. mit pharmazeutisch Ublichen 'rrag* 
stoffen und/oder Stabilisatoren in eine far therapeut s scha 
Zwecke geeignete Anwendungsforrn bringt. 
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